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SAMENVATTING 
In dit proefschrift wordt een methode yoor kwantitatieve bepaling van 
immuunglobulinen (IgG, IgA en IgM) beschreven, welke de afgelopen jaren 
door ons werd ontwikkeld. Tevens worden enkele klinische toepassingen 
van de methode besproken. 
Hoofdstule J geeft een overzicht van enkele belangrijke aspect en van 
iml11uunglobulinen. Behalve feiten betreffende voornal11elijk de l11olecu­
laire structuur en de biologische functie van deze (serul11)eiwittcn worden 
enige gegevens over hvpo-immuunglobulinaemie en paraprotei"naemie ver­
meld. 
Hoofdstuk II bevat een beschouwing o\'er de verschillende methoden 
voor kwantitatieve bepaling van immuunglobl'linen. Wat betreft de im­
munodiffusietechnieken wordt achtereenvolgens aandacht besteed aan het 
principe van 'single-diffusion', 'double-diffusion' en immunoelectroforese. 
Er wordt gewezen op het onderscheid tussen 'kwantitatieve' methoden en 
'semi-kwantitatieve' antigeenti tratieproeedures. Kwantitatieve bepalingen 
zijn steeds gebaseerd op een lineair verband tlIssen een door het speeifieke 
immuunpreeipitaat verschafre 'meetbare variabele' en de (log. van de) anti­
geen(i.c. immuunglobuline)concentratie bij constante antilichaamconcen­
tratie, waarbij gebruik wordt gemaakt van een met behulp van een stand­
aard (met bekende immuunglobulineconcentra tic) geconstrueerde ijklijn. 
Voor kwantitatieve bepaling van immuunglobulinen wordt meestal het 
principe \ran 'single-diffusion' toegepast. Hierbij wordt het specifieke anti­
serum tevoren met de nog Yloeibare agargel vermengd, waarna men de 
antigeenoplossing in de antiserum-agar gel laat diffunderen. Kwanti fieering 
berusr hierbij op het feit, dat de grootte van het ontwikkelde preeipitaat 
een maar is voor de immuunglobulineconcentratie. Hoewel nog door enkele 
onderzoekers de Iineaire 'single-diffusion' methode (in buisjes) volgens 
Oudin (1952) wordt gebruikt (fig. 6), past men tegenwoordig meestal de 
'single-radial-diffusion' techniek toe. Hierbij diffundeert het antigeen (i.e. 
verdunningen van onbekende monsters) vanuit depots in een antiserum­
agarplaat, waardoor cirkelvormig begrensde precipitaten ontstaan. Kwan­
titatieve bepaling volgens Mancini e.a. (1964) berust op het feit, dat er, 
wanneer de precipitaten zich volledig hebben ontwikkeld, een lineair ver­
band bestaat tussen de oppervlakte van het preeipitaat en de immuunglo­
bulineconcentratie (fig. 7), terwijl kwantificering volgens Fahey & McKel­
vey (1965) is gebaseerd op het vrijwel lineaire verband tussen de diameter 
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van het preClpltaat en de logaritme van de immuunglobulineeoneentratie 
l1a diffmie gedurende =24 Ullr 9). 
In hoofdstllk III \yordt uiteengezet, hoe wij in 1963, toen de Mancini­
methode nog lliet bekend was, met behulp van 011S ter beschikkil1g staande 
agc'.rplaten in Petrischa len en een 'rosetfiguur' van in de gel uitgeponste 
depots hebben getracht een 'kwantitatieve' methode te ontwikkelen. 1'oe­
passing van de 'double-diffusion' techniek volgens Ouchterlony (1948), 
waarbij antigeenoplossing en antiserum gelijktijdig vanuit verschillcndc 
depots in de gel diffunderen (fig. 11), bleek hierbij niet tot het gewenste re­
sultaat te leiden. Daarna experimenteerden wij met het 'diffusie-handicap' 
princi pe. zoals werd beschreH'n door Feinberg (1956). Hierbij diffunderen 
antigeen en antiIiehaam niet gelijktijdig in de agargel, maar er vindt dif­
fusie "an het antiserum p!aats gedur.cnde 72 uur vannit het centrale depot 
van een rosetfiguur, ah'orens de perifere depots van antigeenverdunningen 
worden voorzien (,antibodv gradient' methode). Na 24 uur blijken zich 
rondol11 de <lntigeendepots precipitaten te hebben gevormd, die naar de 
.. \'al1 het antiserumdepot paraboolYor111ig zijn begrensd, Bij hogere 
JJ1tigeenconcentratie wordt het preeipitaat groter en de paraboolvormige 
begrenzin~> minder sterk gekromd 23). Nadat 0115 gebleken was, dat 
toepassing \'an het 'diffusie-handieap' principe op dezc wijze ook geen 
~o::cle mogelijkheid \"OOr k'\\"antifieering bood, hebben wij het principe toe­
,'ep:t'it met uitsluitend de perifere depots van de rosetfiguur, waarbij deze 
,1f'l"isselend als antigeen- en antiserumdepot fungeerden. Hierbij werd ge­
bruik ?emaakt van een doorzichtig perspex plaatje (Feinberg, 1964), dat 
op de agargel wordt aangebracht en waarin ronde openingcn zijn uit­
gcboord, die dicnstdoen als depots voor de re:lgentia. Aangezien de gel niet 
wordt bcschadigd, is men op deze wijze verzekerd van een strikte unifor­
miteit \'an de depots, wat de nauwkeurigheid bevordert. De aldus rond de 
antigeendepots ontstane precipitaten zijn symmetrisch paraboolvormig be­
grensd (fig. 28). Het bleek, dat er, na antigeendiffusie gec1urende 24 lIur, 
ovcr een bepaald traject een praktiseh lineair yerband bestaat tLlssen de on­
derlin?;e ~l.fstand vall de snijpullten van deze begrenzing beiderzijds met de 
'as' naar het aangrellzende alltiserumdepot en de van de alltigeencon­
centratie (fig. 29 en 3C). \vanneer het antigeendepot en de twee aangren­
zendc antiserul11depots op .::en lijn zijn gebracht, kan de genoemde afstand 
eenvolldiger als breedtediamEter van het dan ellipsvormige precipitaat 
worden gemeten (fig. 3 Voor de praktische toepassinf{ van dit principe 
ontwierpen wii ill een perspex pIaatje (dikte C.8 111m) ('en zeshoekig patroon 
van 12 ronde openingen (diameter 6 111m, onderlinge afstand 8 111]1), waar­
bij de 6 openingen op de hoekpul1ten flln~;eren als antiserumdepot en de 6 
tllsscnliggende opening:n als antigeendepot (fig. 33). 
:\1et deze methode bletk bep;,Jing nn IgG en 1l1 :::t voldoende gevoe­
ligbeid mOf'eiijk te zijn. Voor 19i\1 was dit, a1s gevo!g van de door het hoge 
molecl1lairgel'icht trage djffusie vall het antigeen. niet het geval. Het IgM 
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1 IgA !1let voldoende gevoe­
~evolg \'an de door het hogc 
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preClpltaat biedt (chter wegens zijn sterker gekromde ellipsvorm de mo­
gelijkheid ook de lcngtediameter ernn nauwkeurig te meten (vergelijk fig. 
34 en fig. 37). Bij \'errassing bleek nu, dat de kngtediameter, eveneens na 
24 um, een redelijk gevoelig lineair verband toont met de log. van de 
:,ntigeen (IgM)concentratie. 
Het lineaire Hrband tussen de breedtediameter van het precipitaat en 
de log. \'an de 19G resp. 19A concentratie bleek geldig voor het traject 
tussen 9.8 en 13.3 mm (fig. 35 en 36), het lineaire verband tussen de lengte­
diameter en de log. \'an de IgM concentratie voor het traject 8.5-10.5 mm 
(fig. 38). 
De methode kan het best worden betiteld als 'kwantitatieve diffusie­
handicap methode'. Er werd melding van gemaakt op het 'Colloquium on 
Protides of the Biological Fluids' te Brugge in 1966. 
In hoofdstuk IV wordt 5ltb A \'ermeld, op ""elke wijze wij de specifieke 
antisera hebb::n bereid. Voor het \'erkrijgen van anti-IgG serum werden 
konijnen ["t'immLlniseerd met een zui\'er preparaat van menselijk IgG, 
waarna het antiserum werd geabsorbeerd met een mengsel van Bence 
Jones 1 en Bence Jones II eiwit (fig. 40). Voor de bereiding V;ln anti-IgA 
en anti-IgM serum werd g6mmuniseerd met een mengsel van enkele ge­
deeltelijk gezui \'erde IgA resp. IgM paraprot6nesera, terwijl de an tisera 
werden geabsorbeerd met navclstrengserum (fig. 41 en 42). 
Sub B wordt verantwoording afgelegd van de gehanteerde antigene 
standaarden. Wij maakten gebruik \'an een standaardserum, namelijk het 
'Normal Clinical Chemistn' Control Serum' van Hyland Laboratories, dat 
in droo(wenoren \'orm in 'luchtdicht afgesloten flesjes in de handel wordt gebrach~~ De immuunglobuJineconcentr;ties van dit serum hebben wij in 
chic vcrschillcnde laboratoria laten bepalen, waarna wij voor elk immuun­
globuline het gemiddelde van de drie opgegeven waarden als gehalte van 
het serum hcbben aangenomen. Aldus \'onden wij als standaardserumcon­
centraties: IgG 11.6 mg,ml, IgA 2.2 mg/ml en IgM 0.7 mg/ml. 
Sub C wordt Hrslag uitgebracht \'an de werkwijze, die door ons werd 
totgepast. Voor een procedure \'an een aantal bepalingen van eenzelfde 
im111uunglobuline(klasse), IgG Of IgA Of IgM, worden \'ier met agargel ge­
vuldc Petrischalen gebruikt. Midden op de agargel wordt een perspex 
plaatje met het zeshoekige patroon van 12 openingen aangebracht (fig. 33). 
Dc 6 hoekdepots worden elk \'oorzien van 0.05 ml van het betreffende 
specifieke antiserum (anti-lgG 1: 1 verdund, anti-IgA en anti-IgM on­
n,rdund). Daarna worden de gesloten Petrischalen gedurende 72 uur in de 
broedstoof bij 37 C geplaatst. Na afloop van deze periode worden de anti­
geendepots met serumverdunningen gevuld (0.05 ml per depot). Per agar­
plaat wordt cen antigeendepot gereserveerd voor een standaardserumver­
dunning, terwijl de overige \'ijf depots bestemd zijn voor verdunningen 
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van vijf onbekende monsters. Elke plaat wordt in duplo ingezet, d.w.z. 
plaat 1 plaat 2, en plaat 3 = plaat 4. De twee standaardserumverdun­
ningen van resp. plaat 1 en 2, en plaat 3 en 4 worden zodanig gekozen, dat 
de titers een factor 2 verschillen en beide op her 'lineaire traject' Eggen. De 
enkelvoudige verdunr:ingen van de 10 onbekende monsters worden op het 
lin(:;aire traject 'gegokt' (fig. 43). N a incubatie gedurende nogmaals 24 uur 
worden de precipitaten'afgelezen', d.w.z. voor IgG en IgA wordt de 
breedtediameter en voor IgM de lengtediamcter van de (totaal 24) precipi­
!aten microscopisch (met de nonius) gemeten. Vervolgens wordt met behulp 
van de twee gemiddelde waarden van de in duplo gemeten diameters van 
de precipitaten van de twee standaardserumverdunning2n een ijklijn gecon­
strueerd op semi-logaritmisch papier, waarna de gehalten van de onbekende 
monsters uit de gcmiddelde waarden van de betreffende duplometingel1 
door middel van interpolatie worden berekend (tabel VI en fig. 44). Op 
deze wijze is het 11l0gelijk in een periode van een week de drie immuun­
globulinewaarden van 10 sera te bepalen. 
Sub D worden gegevens betreffende de gevoeligheid, nauwkeurigheid en 
reproduceerbaarheid van de methode vermeld. De laagste (afgeronde) COI1­
cel1tratie, die kan \vorden bepaald, is voor IgG en IgA 0.1 mg/ml, voor 
IgM 0.05 mg/ml. Het kleinste concentratieverschil, dat kan worden on­
derscheiden, is voor IgG en IgA 2 flghnl, voor IgM 1 /ig/ml. Tevens wordt 
aangegeven, op welke wijze een betrouwbaarheidsinterval voor een enkele 
bepaling kan worden berekend. Dc reproduceerbaarheid werd onderzocht, 
door voor elk van de drie il11111uunglobulinen 10 bepalingen van het stand­
aardserul11 op verschillende tijdstippen te verrichten. Dc variatiecoefficient 
(de standaarddeviatie als percentage van het gemiddelde) van de resultaten 
bleek voor IgG en IgA 4 0/0 en voor IgM 10 % te bedragen. 
Sub E wordt de basis van het 'lineaire traject' van onze methode geana­
lyseerd. Er wordt aangetoond, dat op theoretische gronden geen lineair 
verband mogelijk is tussen de breedte- of lengtediameter van het precipi­
taat en de log. van de antigeenconcentratie. Aangezien er op de 'as' tijdens 
antigeendiffusie een 'dal'yormig antilichaamconcentratieniveau bestaat 
(fig. 53), wordt het verband tussen de breedtediameter van het precipitaat 
en de log. van de IgG resp. IgA concentratie in feite door een licht ge­
kr0111de S-figuur weergegeven (fig. 55). Het 'berg'vormige antilichaamcon­
centraticni veau op de loodlijn op de as 58) heeft tot gevolg, dar het 
verband tussen de lengtediameter van het precipitaat en de log. van de 
Ig!vI concentratie in werkelijkheid door een licht gekromde omgekeerde S­
figuur wordt wcergegevcn (fig. 59). In beide gevallen berust het door ons 
geconstateerde 'Iineaire traject' op het fcit, dat de meting van de diameter 
blijkbaar niet voldoende gevoelig is om geringe afwijkingen van een lineair 
verband met de log. van de antigeenconcentratie te registreren. Dienten­
gevolge wordt voor de breedtediameter (IgG en IgA) het middelste ge­
deelte van de S-vormige lijn (tussen 9.8 en 13.3 111m) en voor de lengtedia­
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sen 8.5 en 10.5 111m) als rechtverlopend gelnterpreteerd (fig. 36 en 38). 
Overigens kon worden aangetoond, dat op de lijnen, die door het middel­
punt van het antigeendepot gaan en de aangrenzcnde antiserumdepots (aan 
tegenovergestelde kant) raken 60), het antilichaamconcentratieniveau 
minder sterk 'dal'vormig \'erloopt dan op de as. Het verband tussen de 
diameter van het precipitaat op deze raaklijn(en) en de log. van de IgG 
resp. IgA concentratie zal dientengevolge minder sterk S-vormig verlopen, 
waardoor de lengte van het 'lineaire traject' groter is dan op de as (fig. 61 
en 62). Aangezien de diameter van het precipitaat op deze raaklijn(en) 
nauwkeurig kan worden gemetcn, heeft dezc werkwijze een (gering) prak­
tisch H)ordeel voor de en IgA bepalingel1. Voor IgM bepalingen komt 
meting van de diameter van het precipitaat op de raaklijn(en) Iliet in aal1­
merkiniI,. aangeziell dit een duidc1ijk verlies aan gevocligheid met zich mel' 
ZOll brcngen. 
Sub F ,vordt onze methode vergelekcn met de 'single-radial-diffusion' 
techniek yolgens Fahey & McKelvey (1965), door de voordiffusie van het 
antiserum gedurende 72 nur vannit depots ais min of meer gelijkwaardig te 
btschoLlwen met het tevorcn mengen van het antiserum in de agargel. Onze 
methode blijkt o.a. de \-olgende nadelen te hebben: Een korter 'lineair tra­
jeet', sterkere tempcratuurgevocligheid, onzuiniger antiserumgebruik en 
een langere tijdsduur. Daarentcgcn is het aanbrengen van het antiserum in 
depots minder bewerkelijk dan het l11engcn 'van het antiserum in de nog 
docibare agargel, terwijl de uniformiteit van de antigeendepots, dankzij 
het perspex plaatje, een gelijkmatiger ontwikkeling van de precipitaten 
garandeert dan bij de 'single-radial-diffusion' techniek. De reproduceer­
baarhcid van de resultaten van bepalingen met Ol1ze methode blijkt niet 
minder goed te zijn dan die van met behulp van de 'single-radial-diffusion' 
techniek \'olgens Fahey &: MeKekey yerriehte bepalingen. 
Hoofdstuk V handelt over normaalwaarden. Na e~n algemene beschou­
wing, waarbij onder meer wordt gestcld, dat de \'erschillen in door diverse 
onderzoekers opgege\'en normaalwaarden voornamelijk het gevolg zijn van 
het gebruik van verschillende standaarden, wordt het resultaat vermeld 
van het eigen onderzoek van immuunglobulinebcpalingen bij 30 gezonde 
volwassenen (15 mannen en 15 vrouwen). Her blijkt, dat de waarden van 
e1ke klasse z.?,. lognormaal zijn \'erdceld. De berekel1de grenzen (mg!ml) 
van het 95 0i (l betrou wbaarheidsinterval zijn als voigt: IgG 8.3 .oi---+ 18.7; 
IgA 0.4 ..e-_ 3.5; IgM 0.3 -- 1.5. De grote spreiding van de normaal­
waarden is in overeenstemming met de bevindingen van andere onderzoe­
kers. Ook kOJl worden bevestigd, dat de gemiddelde IgM waarde van vrou­
wen iets hoger is dan die van mannen. Er bleek een geringe positieve corre­
latie te bestaan tussen de IgG en IgA waarden; echter niet tussen IgG en 
IgM, en tussell IgA en IgM. Bij 10 van de 30 proefpersonen werden de 
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bepalingen gedurende een jaar om de drie maanden herhaald. De indivi­
duele variabiliteit van de waarden in verloop van tijd bleek zeer gering te 
zijn. Eventuele scizoensinvlocd kon niet worden aangetoond. 
De gmte spreiding van de normaalwaarden bemoeilijkt de interpretatie 
van een in het individuele geval onder abnormale omstandigheden gevon­
den \\'aarde. Gezien de gerillge individuele variabiliteit van de waarden in 
verloop \'an tijd onder normale omstandigheden zal kwantitatieve bepa­
ling van im111uunglobulinen het meest tot haar recht komen bij herhaald, 
z.g. longitudinaal onderzoek. 
In hoofdstuk VI worden de resLlltaten besproken van het onderzoek van 
de serum-imllluunglobulinewaarden in het verloop van hepatitis infectiosa 
en mononucleosis inf(;ctiosa. Bij 7 volwassen patienten met hepatitis infec­
tiosa werden de serum-iml1l11ungloblllinen (IgG, IgA en IgM) bepaald in 
het begin van het icterische stadium en resp. cen en drie 111aanden later 
(tabel XVI). Bij het eerste onderzoek waren de waarden van elke i111mUllll­
globulinekbsse gemiddeld duidelijk verhoogd; het IgM bleek relatief het 
sterkst te zijn toegenomen. Drie maanden later, toen er geen tekenen van 
leverparenchymbeschadiging meer bestonden (normale SGPT waarde), was 
het IgM gcnormaliseerd, in tegenstelling tot het IgG en IgA. Het IgG 
toonde tijdens de periode van drie maanden geen significante verandering. 
Dcze bevindingen zijn in oyereenstemming met gegevens uit de literatuur. 
Het verloop van het IgM kan waarschijnlijk worden beschouwd als initiele 
reactie \-an het antilichaamproducerend apparaat op de antigene stimulatie 
door het hepatitisyirus, terwijl het verhoogd blijyen van met name het IgG 
op aanhoucL:nde antigene stimulatie wljst van l110gelijk nog aanwezig hepa­
titis\'irus, nadat de patient dus vaak reeds geruime tijd klinisch is genezen. 
Ef konden geen significante correia ties worden vastgesteld tussen de waar­
den yan de immllunglobulinen onderling, evenmin als tllssen de immuun­
globulinewaarden en respectievelijk de SGPT waarde en de mate van thy­
l11oltroebeling. 
Op overeenkomstige wijze werden de immuunglobulinespiegels vervolgd 
bij 8 patienten met mononucleosis infectiosa (ziekte van Pfeiffer) (tabel 
XX). Ongeveer een week na de eerste ziekteverschijnselen bleken aile drie 
immuunglobulinewaarden gemiddeld significant verhoogd te zijn. Evenals 
bij hepatitis infectiosa was het IgM het sterkst toegenomen. Na drie maan­
den bleek de IgM ,vaarde gemiddeld praktisch normaal te zijn geworden. 
In tegenstelling tot bij hepatitis infectiosa waren toen ook het IgG en IgA 
normaal geworden. Op grond van de bevindingen kan worden veronder­
steld, dat de antigene stimulatie bij mononucleosis infectiosa weliswaar in 
onge\-eer e\'en sterke mate als bij hepatitis infectiosa optreedt, maar dat zij 
van kortere duur is, mogelijk als gevolg van een snellere (functionele) elimi­
natie van het aetiologische agens (wellicht het z.g. Epstein- Barr virus). In 
tegenstelling tot andere auteurs konden wij geen significante positieve CO[­
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Ter met onze bevindingen bij hepatitis infectiosa en mono­
nucleosis infectiosa hebben wij de immuunglobulinespiege1s bepaald van 
enkele reeds in de genezingsfase verkerende tuberculosepatienten, waarbij 
toxische leverparenchymbeschadiging was opgetreden als van tuber­
culostatische therapie. Er werden hierbij geen immuunglobu­
linewaarden gevonden, terwijl een maand nadat de pyrazinamide-resp. 
PAS medicatie was gestaakt en de aanvankelijk sterk verhoogde SGPT 
waarde inmiddels aanzienlijk was gedaald, de immuunglobulinespiegels 
niet verandcrd bleken te zijn (tabe! XXVI). Mede naar aanlei­
ding van in de literatuur betreffende normale immuunglobuline­
waarden met galstuwing, is het verleidelijk in het algemeen te 
stellen, dat, wanneer een acute leverparenchymbeschadiging gepaard gaat 
met normale immuunglobulinespiegels. een infectieuze oorzaak onwaar­
schijnlijk is. 
In hoofdstuk VII wordt verslag uitgebracht van het onderzoek van de 
serum-immuunglobulinen bij enkele patienten met M. Besnier-Boeck, c1uo­
l1ische ob.structieve l~ngziekten (CARA), en aspergillose tijdens langdurige 
behandehng met cortlcosteroiden. 
.Bij 7 patienten met M. Besnier-Boeck, waarbij naast dubbelzijdige hiIus­
kherzwelling (long)parenchymafwijkingen bestonden met 
voor fibrosering, werden immuunglobulinel1 (IgG, IgA en IgM) 
kort voor het begin van de behandeling met prednisolon een onder­
houdsdosering van 15 mg per dag onder bescherming van INH) en 
3 en 9 maanden later (tabel XXVII). Bij het eerste onderzoek was 
sluitend de IgA waarde gemiddeld verhoogd, terwijl bij dc controlcs 
dens de behandcling, zowel na 3 na 9 maanden, aile drie immuunglo­
bulinen normaal bleken te zijn. Opvallend is, dat de immuunglobuline­
waarden gedurende dc periode van 9 maanden een, zij het 
daling vertoonden. De bleek relaticf het sterkst voor Io-G en 19Ab 
gedurende de eerste drie maanden. Men kan de bevindingen verl-daren ais 
gevolg van vermindering van de immllunglobulinenproductie (antilichaam­
synthese), doordat onder in vloed van corticosteroiden (i.e. prednisolon) 
Iymfocyten te gronde gaan. Tijdens de behandeling met prednisolon trad 
duidelijke verbetering op van de rontgenoloo-ische afwiJ'kino-en door het 
'-.-J b t"l 
in olllvang afnemen van de voor de ziekte kenmerkende granulomateuze 
veranderingen. Aangezien men de vonning van granulomateus weefsel 
beschol1wt als uiting van een bepaald immunologisch reactiepatroon van 
het organisme, kan bovengenoemde verbetering worden verklaard als 
gevolg van de immunosuppressieve werking van corticosteroiden. De ge­
middeld verhoogde uitgangswaarde van het IgA bij onze patienten is' in 
overeenstemming met gegevens uit de literatuur. Verhoging van IgG treedt 
meestal pas op in een nog verder gevorderd stadium van het ziekteproces . 
Naar aanleiding van het feit, dat andere auteurs bij patienten met pneu­
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l11oconiosis en ernstige longfibrose in het verboogde serum-IgA tegen fibro­
blasten gericbte auto-antilichaamactiviteit konden aantonen, lijkt het ons 
niet denkbeeldig, dat ook bij ~1. Besnier-Boeck, gezien de neiging tot fibro­
sering bij dtZ2 ziekte, de yerhoogde IgA waarden mede het gevolg zijn 
van de aanwezigheid \'an een dergelijke auto-antilichaamactiviteit. Er 
konden gecn significante correbties \\'orden vastgestcld tussen de waarden 
Y,"d1 de lmmuunglobulinell onderling, evcnl11in als tusscn de procentuele 
\'eranderingen van de waarden van de vcrschillende klassen. 
Op overeenkolllstige wijze werden de inlll~llllnglobl![illespiegcls vervolgd 
bij 6 patienten met chronische 00structieve longziekten CCARA) tijdens 
bebandeling met prednisoion, 15 111g d.d. (tabel XXX). Het betrof CARA­
patienten met een sterk gestoorde longfunctie, \'oornamelijk in de zin van 
bronchllsobstrllctic. Er bleck in lichte mate cen allergische factor aanwezig 
te zijn, terwijl anamnestisch de frequentie van luchtweginfecties betrekke­
[ijk gering was. Zowel kort ycS6r het begin \'an de behandeling als bij de 
controlcs na resp, 3 en 9 maanden werden gemiddeld normale immuun­
globulinewaarden f:;e\'onden. Gedurende de periode van 9 maanden bleken 
de \\',carden van elke klassc een geringe daling te vertonen. Ook hiervoor 
kan de immunosupprt'ssicY(' werking \,111 corticosteroiden (a Is gevolg van 
n~rnietiging van lymfocyten) verantwocrde!ijk worden gesteld. Bij de kli­
nische n:rbetering \'an de patient:::n spee!t echter waarschijnlijk de ve1'111in­
dering \'an de in de door ons bepaalde immuunglobulinen (lgG, IgA en 
gelocaliseerde ,1l1tilichaamacti,'iteit niet de belangrijkste rol. Mt'n 
heeft namclijk gcnmden, dat bij allergische CARA-patienten een selectieve 
\erhoging \'.111 het IgE bestaat. In deze im11111ungloblllineklasse is de 
'reaginen'-actiyiteit gclocalisecrd, \vclke verantwoordelijk is voor z.g. 
type I (,immediate t\'pe')reacries, die bij CARA met een allergische com­
ponent van veel betekenis zijn. 
Een bevinding ,'all andere auteurs, dat bij emfyseem een selectieve ver­
hoging van het serum- IgA gehalte zou bestaall, konden wij bij ondcrzoek 
van 7 emfyseem-patiemen (zonder tekenen \'an longfibrose) niet beves­
tIgen. 
Tenslotte hcbben \vij immuungloblliinewaarden bepaald bij 4 patienten 
met aspergillose kort voor het begin van de behandeling met corticostero­
iden en resp. 2 en 3 jaar later (tabe! XXXIV). De bevindingen werden ge­
(orreleerd met het in onze kliniek door Stevens en Hilvering bepaalde 
gehalte yan tegen Aspergillus fumigatus gerichte specifieke precipitinen. 
'Na behandeling gcdurcnde twee bleek het aanvankelijk verhoogde 
It~G te zijn gcnormaliseerd, terwijl tijdens deze periode het gehalte aan 
preClpltll1en, waarvan bekcnd is, dat zij vrijwel uitsluitend tot het IgG 
behoren, aanmerkelijk \\'as verminderd. De verhoogde gemiddelde llit­
~angs\narde \'an IgA kan l110gelijk ten dele worden verklaard door het 
feit, dat bij een van de p,nienten een complicerende M. Besnier-Boeck be­
stond. Na behandeling gedurende drie jaar bleken de IgA waarden nor­
maal te zijn ge\yorden. Het gel11iddeld normale Ig~f van de patienten 
toonde geen significante verandering. 
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SUMlvlA R Y 
This thesis describes a method for the quantitative determination of 
immunoglobulins (lgG, IgA and 19M) and discusses some clinical applica­
tions. 
Chapter 1 reyjews some basic aspects of immunoglobulins. The molecu­
lar structure and biological function of these (serum)proteins are discussed, 
hypo-immllnoglobulinaemia and paraproteinaemia are briefly consi­
dered. 
Chapter II describes the ,-arious methods for quantitative estimation of 
the immunoglobulins. The principles the immunodiffusion techniques 
- single diffusion, double diffusion and immunoelectrophoresis afe ex­
plained. Quantitatiye methods must be distinguished from semi-quanti­
tative antigen titration procedures. QU.1ntitatiYe determinations are always 
based on a linear rebtionship between a measurable variable (provided by 
the spccific immune precipitate) and the (log of the) antigen (i.e. lmmuno­
globulin) concentration at constant antibody concentration. A standard 
containing a known quantity of immunoglobulin is used to make a reference 
line. 
In general, single diffusion techniques are used quantitative determi­
nation of immunoglobulins. The specific antiserum is mixed with the fluid 
agar gd prior to cooling, after which the antigen solution is allowed to 
diffusl: into the antiserum-agar gel. The size of the precipitate which 
deyclopes is a measure for the immunoglobulin conc:cntration. Although 
the linear single-diffusion method (in tubes) of Oudin (1952) is still used 
by some workers 6), single-radial-diffusion is at present more popular. 
In this method the antigen (i.e. dilutions of unknown diffuses out of 
depots in an antiserum-agar plate, leading to circular areas of precipi­
tation. The quantitatiye mcthod of Mancini et (1964) is based on the 
fact that, ollce the precipitates have completely developed, a linear 
tionship exists between the area oi the precipitate and the im111unglobulin 
concentration (fig. 7). The method of Fahey and IvlcKelvey (1965) is 
based on the almost lineztr relationship benveell the diameter of the preci­
pitate and the logarithm of the immunoglobulin concentration, after dif­
fusion for approximately 24 hours 9). 
Chapter III tells how we tried in 1963, before the Mancini-method 
became known, to develope a quantitative method using agar plates in 
Petri dishes with a rosette figure of depots puched out of the agar gel. The 
application of the double-diffusion technique of Ouchterlony (1948), 
whereby antigen and antiserum diffuse simultaneously into the gel from 
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different depots (fig. 11), did not lead to much. We then experimented 
with the diffusion-handicap procedure, which was described by Feinberg 
in 1956. The antigen and antibody do not diffuse simultaneously into the 
agar gel, but the antiserum is allowed to diffuse from the central depot of 
a rosette figure for 72 hours before the peripheral depots are filled with 
antigen dilutions (antibody gradient method). During the following 24 
hours precipitates appear round the antigen depots, forming a parabolic 
border en the side of the antiserum depot. With higher concentrations of 
antigen the area of precipitate increases and the parabolic border becomes 
straighter (fig. 23). After it had proved that the application of the diffu­
sion-handicap procedure in this manner also failed to provide a satis­
factory quantitative method, we applied the same principle using only the 
peripheral depots of the rosette. These functioned as alternate antigen 
and antiserum depots. We made use of a transparent perspex template 
(Feinberg, 1964) in which holes have been bored and which is placed on 
the agar gel. The holes serve as depots for the reagents. The gel is not 
damaged and the depots are strictly uniform, thus increasing the accuracy 
of the technique. The precipitates which form round the antigen depots 
have a symmetrical parabolic border (fig. 28). After antigen diffusion for 
24 hours, it appeared that a linear relationship exists for the distance 
between the points on both sides where the precipitate border crosses the 
axial lines, and the logarithm of the antigen concentration (fig. 29 and 30). 
When the antigen depot and the two adjacent antiserum depots are placed 
in line, the 'width-diameter' of the then elliptic precipitate is more easily 
measured (fig. 31). For the practical application of this principle we de­
veloped a perspex template 0.8 mm thick with a hexagonal pattern of 12 
holes (6 111m diameter and separated by 8 mm), in which the 6 corner hole, 
function as antiserum depots and the 6 between as antigen depots (fig. 33). 
Using this method an adequately sensitive determination of IgG and 
IgA was possible. It was, however, not feasible with IgM due to the high 
molecular weight which causes a slow diffusion of antigen. Because the 
ellipse has a sharper curve, the length diameter of the IgM precipitate can 
measured quite accurately (compare fig. 37 with fig. 34). To our surprise, 
it appeared that the length-diameter (also after 24 hours) had a reasonably 
sensitive linear relationship to the log of the antigen (IgM) concentration. 
The linear relationship between the width-diameter of the precipitate 
and the log of both IgG and IgA concentrations is valid for distances 
between 9.8 mm and 13.3 mm (fig. 35 and 36), and between the length­
diameter and the log of the IgM concentration for distances between 8.5 
111m and 10.5 mm (fig. 38). 
This technique is best called a 'quantitative diffusion-handicap method'. 
It was reported at the 'Colloquium on Protides of the Biological Fluids' at 
Bruges in 1966. 
Ch.lpter IV. Subsection A describes how we prepared the specific anti­
sera. To obtain anti-IgG serum, rabbits were immunized with a pure pre­
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paration of human IgG, and the antiserum was. thel:. absorbed with a mix­
ture of Bence [ones I and Bence Jones II prote1l1s (fig. 40). For the prepa­
ration of anti-'lgA and anti-IgM sera, a mixture of partially purified IgA 
and IgM paraproteinsera, respectively, were used for i111ml:~inization, 
while the antisera were absorbed with umbilical cord serum (tlg. 41 and 
42). 
Subsection B aives an account of tbe standardization. We used a standard 
serum, namely tl1e 'I\onnal Clinical Chemistry Control Serum' of Hyland 
Laboratories, which is commercially available in freeze-dried form in small 
air tigbt bottles. We had the immt;noglobulin concentrations of this serum 
determined in three different laboratories, and took the mean of the tbree 
values for each of the immunoglobulins as the standard value. We obtained 
the followina standard serum concentrations: IzG 11.6 mg/ml, IgA 2.2b u 
mglml and IgM C.7 mg/ml. 
Subsection C describes the technical procedure which we used. For 
several determinations of a single immunglobulin (class) - IgG, IgA or 
IgYl - 4 Petri dishes filled with ;:,gar are used. A perspex template with 
the hexagonal pattern of 12 holes is placed in the middle af ,the agar .g~l 
(fig. 33). Each of the 6 corner holes is supplied with ?05 ml ot. the specl!lc 
antiserum (anti-IgG 1 : 1 dilution, anti-lgA and antl-IgM un?duted). 1he 
closed Petri disbes are then placed in an incubator at 37~ C tor 72 hours. 
After this period the antigen depots are filled with serum dilutions (0.05 
ml per depot). In each agar plate one antigen hole is reserved for the 
standard solution, the remaining 5 being used for the 5 unknown spe­
cimens. Every plate is done in duplicate (i.e. plate 1 plate 2 and plate 3 
= plate 4). The two standard dilutions on plates 1 and 2 and plates 3 and 
4 respectively are cbosen so that there titres differ by the factor ~, and 
that both lie on the 'linear stretch'. In diluting the 10 unknown speCImens, 
a rouah auess is made so tbat tbev too will come to lie on the linear stretch b b .­
(fig. 43). After a further 24 bours of incubation the precipitates are 'read'. 
The widtb-diameter is measured microscopically for IgG and 19A, and the 
lenotb-diameter for IgM. Using tbe mean values for the diameters of the 
tw; standard serum 'dilutions precipitates, a reference line is drawn on 
semi-logarithmic paper. By interpolation of the mean of the duplicated 
readings, the values for the unknown specimens can be derived (table VI 
and fig. 44). In this way it is possible to quantitatively determine the 3 
immunoglobulins in 10 sera wi thin a week. 
Subsection D discusses tbe sensiti vity, accuracy and reproducibility of 
the method. The lowest concentration (in rounded numbers) which can be 
determined is 0.1 mglml for JgG and IgA, and < 0.05 mg/ml for Ig!vL The 
smallest difference in concentration which can be distinguished is 2 Vg/ml 
for IgG and IgA, and 1 ,'ig/ml for IgM. The method for determining the 
range of accuracv for a single determination is given. The reproducibility 
was investiaated 'bv performinz 10 investii!ations of each of the 3 immuno­b; '--" '-, 
185 
186 
globulins of the standard serum at different times. The coefficient of varia­
tion (the standard deviation expressed as a percentage of the mean) of the 
results \nts __ 4°;0 for IgG and 19A. and == 10% for IgM. 
Subsection E analyses the basis of the 'linear stretch' of our method. 
Theorc::ticallv it is impossible to obtain a linear relationship betwe::n the 
width-or length diameter of the precipitate and the log of the antigen 
concentration. Due to the formation of a 'valley-like' antibody concentra­
tion leYC] on the axis during antigen diffusion (fig. 53), the relationship 
between the width-diameter of the precipitate and the log of the 19G or 
19A concentration is in fact represented by a lightly-curved S-sbaped 
figure 55). The 'hill-like' anribody concentration level on the per­
pendicular to the ~1}.is results in a relationship between the length-diameter 
of the precipitate and the log of the If-M concemration which can be 
represented as a lightly-curved inverted S (fig. 59). In both cases the 'linear 
stretch' found bv us results from the fact that the mcaSllremen[s of the 
dial11uer arc not sellsiti \'e enough to rcgister the slight difference of the 
S-form from a linear relationship. Thus, for practical purposes, for a 
\\idth-diameter between 9.8 and 13.3 111111. (IgG and IgA) and for a 
Length-diamcter between S.5 and ICl.5 111m (1gM), the middle section of 
the Sand inverted-S rcspectinh' can be regarded as straight (fig. 35, 36 
and :;8). It was further demonstrated that the antibody concentration 
le\'t1s \,-ere less \-alley-like' on the nngents of the adjacent antibody depots 
through the midpoint of tbe antigen depot, than on the axis 60). The 
relationship between the diameter of the precipitate 011 a tangent and the 
It;g of the IgG or IgA concentration is therefore less S-shaped, and the 
lel1?"th of the 'linear stretch' Lsreater (fig. 61 and 62). As the diameter of 
the precipitate on the tangents can be measured exactly, this method has a 
slight practical adv'lntage over that llsing the axis for 19G z:nd 19A deter­
minations. For 19yf determinations, measurement of the diameter of the 
precipitates on the tangents is unsatisfactory as it leads to a definite 
dccrease in sensiti,·ity. 
Finally, in Subsection F, our method is compared with the 'single-radial­
diffusion' technique of Faher and MeKelvty (1965), regarding the pre­
diffusion of antiserum for 72 hours from depots as more or less equivalent 
to the premixing of the antiserum with the agar gel. Our method appears 
to have i.a. the following drawbacks: a shorter 'linear stretch', greater 
tU11perature sensiti,-in', 1110re waste of antiserum and a longer duration. 
On the other hand the pipetting of antiserum into depots is a simpler pro­
cedure than the mixing of the antiserum with the still fluid agar gel, and 
the uniformity of the antigen depots due to the pcrspex plate guarentees a 
more e\'en deyclopmenr of precipitates than does the 'single-radial-diffu­
sion' technique. The reproducibility of results with our method is no less 
satisfactory than with the 'single-radial-diffusion' method of Fahey and 
McKelvev. 
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Chapter \' deals with the normal values. It is pointed out that the dif­
[cr::nces between the values giyen b\< several authors are mainly due to the 
Llse of different standards. The results of our investigation of immunoglo­
bulin levels in 30 heal thy adults (15 men and 15 women) are presented. It 
2pptars that the values for each class are distributed in so-called log­
normal fashion. The 95 tI 0 confidence intervals (mg!ml) were found to be: 
IgG 8.3 18.7; IgA 0.4 -<'----+ 3.5; IgM 0.3 +---/- 1.5. The wide range in 
normal is in ,1ccordance with the findings of other workers. It was 
also shown that the mean was higher in women than men. 
A slight positiYC correlation existed between IgG IgA, but not between 
and Ig::Vl or Igi\ and IgJvI. The determinations were repeated at three­
monthly intervals for a year in 10 the 30 subjects. The variation in 
\'alues in the individual was very slight. Seasonal fluctuations could not be 
demonstrated. The wide range in normal values makes the interpretation 
of a ,<alue found 111 an individual under pathological conditions difficult. 
Dne to the constant levels in the individual under normal circumstances, 
the most important application quantitative determination of immuno­
,dobulins will in repeated, so-called longitudinal in vestigation. 
Chapter \// describes the results of an investigation of the serum 
immunoglobulin yalues during the course of infectious hepatitis and 
infectious mononucleosis (Pfeiffer's disease). The immunoglobulins (IgG, 
19A and >.\'ere determined in 7 adult patients with infectious hepatitis 
at the start of the iaundice and one month and three months later (table 
XVI). At the first'inycstigation the mean \'alne of each immunoglobulin 
class was increased; the IgM showed relatively the £:reatest increase. Three 
months later, after all Sig;lS of liver parenchy;nal d~mage had disappeared 
(normal SGPT \'alues), the IgM level was normal, as opposed to the IgG 
and IgA. During the period of three months the IgG showed no significant 
change. These findings are in accordance with those described in the lite­
rature. The course of the Ig?vl can probably be regarded as the initial 
reaction of the antibody apparatus to the antigen stimulation by the 
hepatitis virus. The continuing raised le\Cel of the IgG can possibly signify 
antigen stimulation Ln· a still-present hepatitis virus (often after the patient 
has clinically recovered). No significant correlations were found between 
the immunoglobulin classes, or between the immunoglobulin values and 
the SGPT or th\<molturbidiw. 
In similar fashion the imn;unoglobulin leycls were followed in 8 patients 
with infectious mononucleosis (Pfeiffer's disease). Approximately one 
week after the first SQ11ptoms, the mean yalue of each immunoglobulin 
class was significantly raised. As with infectious hepatitis, the was 
increased the most. After three months the IgM values were practically 
normal. III contrast to infectious hepatitis the IgG and TgA levels also fell 
to normal range (table XX). From the findings it may be assumed 
that the antigen stimulation in infectious mononucleosis occurs in approxi­
mateh the same degree as in infectious hepatitis, but is of shorter duration, 
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possibly due to a more rapid (functional) elimination of the causative 
agent (probably the Epstein-Barr virus). Cnlike other authors, we could 
find no significant positive correlation between the IgM value and the 
heterophile antibody titre (Paul-Bunnell). 
For comparison with our findings in infectious hepatitis and infectious 
mononucleosis, we determined the immunoglobulin levels of a few patients 
with tuberculosis in the healing phase, in whom toxic liver parenchymal 
damage had occurred as a result of tuberculostatic treatment. Raised immu­
noglobulin values were not found, and there were no significant changes 
in the levels one month after the pyrazinamide or PAS therapy had been 
stopped and the previously greatly increased SGPT values had returned to 
normal (table XXVI). In view of these findings, and those in the literature 
concerning normal immunoglobulin values in cholestatic jaundice, it is 
tempting to postulate that when acute liver parenchymal damage is asso­
ciated with normal immunoglobulin levels, an infectious cause is unlikely. 
In chapter VII the results are given of the investigation of the serum 
immunoglobulins in a few patients with Besnier-Boeck's s:.1rcoidosis, chronic 
obstructiye lung diseases (CNSLD) and aspergillosis, during 10n8;-term 
steroid therapy. 
Seven patients with sarcoidosis were used for the study; all had, in 
addition to bilateral hilar lymphadenopathy, evidence for lung paren­
chymal changes and fibrosis. Prednisolon ,vas given in a continuation 
dosage of 15 mg per day under INH protection. The serum immunoglo­
bulins (IgG, IgA and IgM) were determined shortly before starting treat­
ment and three and nine months later. At the first investigation, only the 
IgA level was raised, while during treatment, at both 3 and 9 months, the 
mean values for alle three immunoglobulins were normal (table XXVII). 
It furthermore appeared that during the nine months all three immuno­
globulin levels showed a slight decrease, which was relativelv the most for 
IgG and IgA during the first three months. These findings can be explained 
as a result of the diminished immunoglobulin production (antibody syn­
thesis) due to the damaging effect of corticosteroids (prednisolon) on the 
lymphocytes. During the treatment a distinct improvement of the radio­
logical appearances was observed, as a result of the decrease in size of the 
characteristic granulomatous lesions. Since the development of granuloma­
tous tissue is regarded as an expression of a certain type of immunological 
reaction by the organism, the improvement described above can be ex­
plained on the grounds of the immunosuppressive activity of the corti­
costeroids. The mean raised initial value of IgA in our patients is in accor­
dance with findings in the literature. An increase in the IgG is usually only 
seen in a later stage in the disease process. In view of the fact that other 
workers have described specific auto-antibody activity against fibroblasts 
localized in the increased IgA in patients with pneumoconiosis and severe 
lung fibrosis, it seems possible that in sarcoidosis, with its tendency to 
fibrosis, the raised IgA levels may also in part be due to similar auto­
imination of the causative 
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The immunoglobulin values were followed in similar fashion in 6 patients 
with chronic obstructive lung diseases (C:"\TSLD) during therapy with pred­
l1isolol1 (15 mg per day). The patients had severely disturbed pulmonary 
function, mainly in the form of bronchial obstruction. There was a slight 
allergic factor and from the history the frequency of respiratory infections 
appeared to be relatively low. Both shortly before the start of treatment 
and at 3 and 9 months, the mean ~values were found to be normal (table 
XXX). During the 9 months each class showed a slight decrease in leveL 
Here also the immunosuppresive action of the corticosteroids (as a result 
of destruction of lymphocytes) is probably responsible. The clinical impro­
vement in the patients is probably not mainly related to the decrease in the 
levels of the immunoglobulins which we determined (IgG, IgA and IgM). 
A selective increase of IgE has been found by others in allergic CNSLD­
patients. The 'reagin' activity is localized in this class, which is responsible 
for the so-called type I (,immediate type') reactions, which are important 
in CNSLD with an allergic component. 
We could not corroborate the findings of the authors who found a selec­
tively raised serum IgA level in emphysema patients. In 7 patients with 
emphysema (without evidence of lung fibrosis) the IgA war normal. 
Finally we determined the immunoglobulin values in 4 patients with 
aspergillosis shortly before starting treatment with corticosteroids, and 2 
and 3 years later (table XXXIV). The findings were correlated with the 
level of specific preci pitins against Aspergillus fumigatus (determined in 
our clinic by Stevens and Hilvering). After treatment for 2 years, the 
initially raised IgG level was normal, and the level of precipitins (which 
are knmvn to belong mainly to the IgG class) was significantly diminished. 
The raised mean initial value for IgA is possibly in part explained by the 
fact that in one patient the growth of aspergillus was a complication of 
sarcoidosis. After treatment for three years the IgA values were normal. 
The normal mean IgM value of the patients showed no significant change. 
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